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Tilosina: um importante antibiético nio monitorado em leite no Brasil

Rafaela Pinto da Costa', Bernardete Ferraz Spisso’, Maratlene Ulberg Pereira’, Mychelle Alves
Monteiro*, Rosana Gomes Ferreira’, Betdnia de Souza Carlos®, Angélica Castanheira de
Oliveira’

A introdugo de agentes antimicrobianos na alimentacio animal revolucionou a producao de alimentos no
mundo, porém o uso indiscriminado desses agentes podem provocar agravos a saude da populagio. Os
macrolideos constituem a segunda classe de antimicrobianos mais usados nos animais em geral, sendo a
tilosina presente em um maior numero de formulacSes disponiveis para bovinos. A contaminac¢io do leite
por residuos de tilosina acima dos valores considerados seguros pode constituir um risco potencial a saide
do consumidor. Com o objetivo de obter uma visao geral da atual situacdo da seguranca de alimentos em
relacdo a este problema, este estudo foi realizado mediante levantamento bibliografico na base de dados
SciFinder Scholar e periédicos CAPES. Foi constatado que no Brasil existem dois programas em andamento
para avaliar a presenca de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos: PNCRC e PAMVet.
Entretanto, a tilosina nido consta no escopo analitico destes programas. Dos artigos que tratam da
contaminacdo do leite por residuos de tilosina publicados entre 2007 e 2013, oito abordam o
monitoramento desta droga e vinte e dois o desenvolvimento/teste de performance de novas técnicas.
Estes resultados alertam para que maior nimero de estudos de monitoramento da tilosina no leite seja
realizado a fim de se estabelecer politicas de seguranca alimentar e controle dessa substancia, além de
investigar se ha uso indiscriminado desta droga.
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Tylosin: an important antibiotic not monitored in milk in Brazil

The use of antibiotics in animal feed has brought changes to food production worldwide, but the
indiscriminate use of these drugs can be harmful to human beings. In general, macrolides are the second
class of antibiotics most used in animals, in which tylosin is found in a large number of formulations
available for livestock. Contaminated milk by residues of tylosin above safe values can become a potential
risk to the health of consumers. Due to the purpose of having an overview of the current food safety
situation regarding this problem, this study was done based on a bibliographical survey at database
Scilinder Scholar and periodicals from CAPES. It was found that in Brazil, there are two current programs
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for evaluating the presence of residues of veterinary drugs in food: PNCRC and PAMVet. However,
tylosin is not found in the analytical scope of these programs. Among the articles that evaluated milk
contamination by tylosin residues published from 2007 to 2013, eight articles discuss the monitoring of
this drug, and twenty two talk about new techniques of development / petformance test.These results
points to the need of having more monitoring studies of tylosin in milk in order to establish food security
policies and control of this drug, so that indiscriminate use can be investigated.

Key-words: milk, monitoring, tylosin.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, fatores econdmicos e
socioculturais determinaram alteracdes substanciais nos
habitos alimentares da populacao brasileira. Em meio a
modernizac¢do dos padroes de vida, um nimero cada
vez maior de consumidores esta interessado em habitos
alimentares mais saudaveis e preocupado com a
questio da seguranca dos alimentos. Como
consequéncia, os requisitos legais para a producio de
alimentos de melhor qualidade e que nio acarrete
danos a sadde do consumidor tornaram-se cada vez
mais rigorosos (1.

O Ministério da Satde (MS), visando
principalmente suptir o déficit nutricional da populacio
brasileira, propotcionar beneficios a saude e reduzir os
gastos publicos, elaborou diretrizes para melhorar a
qualidade da alimentagio e, consequentemente, o
estado nutricional da populacio. Por meio da Diretriz 1,
recomenda o consumo diatio de leite e detivados patra
todas as faixas etdrias por serem as principais fontes de
calcio na alimentagdo, contribuindo assim para um
desenvolvimento saudavel. Os diferentes tipos de leite,
classificados como integral, semidesnatado e desnatado
de acordo com o teor de gordura, e a quantidade desse
alimento a ser ingerida devem ser adequados as
diferentes fases do ciclo da vida. Trés por¢Ses de leite e

derivados devem ser consumidas diariamente e contet,
preferencialmente, menores teores de gordura para os
adultos e teor integral para criancas, adolescentes e
gestantes P,

Entende-se por leite, o produto otiundo da
ordenha completa, ininterrupta sob  condi¢oes
satisfatorias de higiene, de wvacas sadias, bem
alimentadas e descansadas Bl. O leite, considerado um
alimento funcional por Nikkhah, é rico em substancias
bioativas como aminodcidos essenciais, caseina,
peptideos, lactoalbuminas, imunoglobulinas,
nucleosideos, nucleotideos, acido linoleico conjugado,
esfingomielina, vitaminas lipossoluveis e calcio K.

A industria liactea é uma atividade de
significativo impacto socioecondémico para o Brasil,
pois o volume produzido e o consumo de leite e seus
derivados tém crescido significativamente, sendo por
isso alvo de vatios programas de monitoramento Bl De
acordo com os dados da Proje¢io do Agronegécio
Brasileiro 2012/2013 a 2022/2023 do Ministério da
Agticultura, Pecuatia e Abastecimento (MAPA) (Tabela
1), a produgao de leite deve chegar a 41,304 milhdes de
littos em 2023, ¢ o consumo projetado para este ano
deve crescer 16,82% em relagio a 2013 chegando a
42,398 milhoes de litros [,
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Tabela 1. Resultados da projecio da produ¢io nacional de leite (2012/2013 a 2022/2023)

Produgio Produgio
Produto Ano (Milhées de Litros) Ano (Milhdes de litros)
2013 34,230 2019 38,538
2014 35,017 2020 39,229
2015 35,747 2021 39,921
Leite

2016 36,464 2022 40,612
2017 37,151 2023 41,304
2018 37,845 - §

Fonte: Adaptado de Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, 2014 [6].

Dentre as varias patologias que acometem a
producio leiteira mundial, a mastite bovina pode set
considerada a mais comum e a mais onerosa para a
exploracio de animais de interesse zootécnico
destinados a4 producdo de leite, sendo, por isso,
fundamental a prevencio, o controle e o tratamento
dessa doenca. Os prejuizos devem-se, principalmente,
a0 descarte do leite em consequéncia das alteragces de
sua composicio e/ou pela presenca de residuos de
antibidticos apds o tratamento; 4 queda da producio
total de leite; e aos gastos com antibibéticos no
tratamento dos animais acometidos. A doenca causa
ainda softimento ao animal além dos efeitos negativos
sobre a qualidade do leite e derivados lacteos 78],

A mastite é uma inflamacio da glandula
mamaria que se caracteriza por apresentar alteracoes
patolégicas no tecido glandular e uma sére de
modifica¢des fisico-quimicas no leite, como a redugio
dos teores de calcio, fésforo, proteina e gordura, e
aumento de sédio e cloro P10, Dentre os fatores que
podem afetar a incidéncia e a etiologia da mastite estio
o clima, a variagdo sazonal, a densidade populacional
animal e o manejo 11,

A etiologia da doeng¢a pode ser classificada
como de origem tdxica, traumatica, alérgica,
metabdlica ou infecciosa, sendo as causas infecciosas
as de maior incidéncia, com destaque para as infecgGes
bacterianas devido a maior frequéncia, embora fungos,
algas e virus possam também estar envolvidos no
desenvolvimento da doenca. Dentre os micro-
organismos bacterianos predominam o Staphylococeus sp.
e o Streptococeus sp., responsaveis por cerca de 90 a 95%

de todas as infeccdes dos rebanhos leiteiros. Para o
controle da mastite, o uso de antimicrobianos por via
intramamaria ou sistémica continua sendo a principal
estratégia utilizada V.

Os agentes antimicrobianos tém  sido
amplamente utilizados em animais produtores de
alimentos para aumentar a taxa de ganho de peso,
melhorar a eficiéncia alimentar e prevenir doengas 12,
A introducdo desses agentes na dieta animal
revolucionou a producio de alimentos no mundo,
porém, devido ao seu uso indiscriminado em
consequéncia da pressao pelo aumento da producio,
seu emprego como promotor de crescimento esti em
discussao devido ao desenvolvimento de resisténcia a
antimicrobianos e seu impacto na medicina humana.
Em reunifio conjunta entre as entidades internacionais,
as Food and Agricnlture  Onganization, World Health
Onganization e World Organization for Animal Health
FAO, WHO, OIE) reportaram que o uso dessas
substincias em subdoses pode criar condi¢Ses
favoraveis ao surgimento, persisténcia e difusdo de
micro-organismos antibitico-resistentes 131,

A utilizacio dos agentes antimicrobianos na
medicina humana e veterinaria varia conforme a
legislagio adotada em cada pais. Em 1998, a
Comunidade Europeia proibiu o uso da tilosina como
promotora de crescimento apds reconhecer que o
vasto uso dessa substincia na alimentacio animal
contribui, a longo prazo, para a selecio de micro-
organismos resistentes e sua provavel transferéncia
para o homem ou dos seus genes de resisténcia para
outros patégenos 4. No Brasil, um grupo de trabalho
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reavaliou o uso de tilosina como aditivo e seu reflexo
na Saude Publica. Esse grupo concluiu que os dados
relativos a toxicidade da tilosina ndo sdo relevantes do
ponto de vista da decisao da proibicdo do seu uso
como promotor de crescimento, portanto, a tilosina
continua autorizada para uso no Brasil com esta
finalidade 5. Nos Estados Unidos, o uso da tilosina é
aprovado tanto para fins terapéuticos como promotor
de crescimento em animais. Em geral, no mundo
inteiro as drogas mais utilizadas como promotores de
crescimento incluem os macrolideos (tilosina e
espiramicina) dentre outras classes de antimicrobianos
me17, A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
classificou os antibiéticos macrolideos como uma das
trés principais classes para o desenvolvimento de
estratégias de gestao de risco a fim de preservar sua
eficacia na medicina humana, ja que a resisténcia pode
emergir em patdgenos zoondticos como Campylobacter
spp. e Staphylococcus  anrens tesistentes a Meticilina
(MRSA, sigla em inglés) [18],

O uso indiscriminado de  agentes
antimicrobianos em animais podem provocatr agravos
a saude humana devido a presenca de seus residuos
em alimentos. A exposi¢ao prolongada a estes residuos
pela ingestdo em pequenas quantidades por meio dos
alimentos pode levar a efeitos indesejaveis diretos ou
indiretos a humanos. Os efeitos diretos podem
manifestar-se como:

- Alérgicos: sintomas alérgicos em individuos
hipersensiveis;

- Citotdxicos:  imunopatolégicos, hepatotdxicos,
nefrotoxicos e apresentar toxicidade para a medula
Ossea;

- Genotéxicos: carcinogenicidade e mutagenicidade;
- Desordens reprodutivas.

Os cfeitos indiretos sdo  igualmente
importantes e manifestam-se como:

- Desenvolvimento de micro-organismos resitentes a
antimicrobianos usados na terapia humana [19:16],

Além dos fatores indesejaveis a saude, os
resfduos em alimentos comprometem relagces
comerciais internacionais de produtos i natura e
processados de origem animal demonstrando a
importincia do monitoramento e controle de residuos

de antibidticos no leite. Para proteger a sadde do
consumidor, prevenir a emergéncia de micro-
organismos resistentes a antimicrobianos e, até
mesmo, embargos comerciais, Limites Maximos de
Residuos (LMR) foram estabelecidos por agéncias
regulatérias 2021, Entende-se como LMR a
concentragio maxima (exptessa em mg/kg, ug/kg,
mg/l  ou pg/l) permitida  legalmente  ou
reconhecidamente admissivel de residuos em um
alimento 122,

Para evitar a presenca de residuos no leite em
concentracbes nocivas a saude humana, é necessario
determinar o periodo em que o medicamento estard
sendo eliminado nesse fluido (petiodo de caréncia),
que deve ser indicado na bula, e que vatia de acordo
com o produto utilizado, em conformidade com as
Boas Praticas Agropecuarias (BPA). Geralmente
produtos para vacas em fase seca sao desenvolvidos
para permanecerem por algumas semanas no ubere,
por isso apresentam maior petfodo de caréncia que os
produtos para vacas em lactagao 1231,

Os antibi6éticos macrolideos sdo compostos
bacteriostaticos caracterizados por um anel lactona
macrociclico contendo 14, 15 ou 16 4atomos com
acucares ligados por ligacdes glicosidicas. Atuam
ligando-se reversivelmente a subunidade ribossémica
50S, particularmente na molécula 23S do RNA,
inibindo a sintese proteica direcionada pelo RNA,
estimulando assim, a dissocia¢do do peptidil-RNA. dos
ribossomos durante a translocacio. Os macrolideos

mais comumente usados  sdo:  eritromicina,
oleandomicina, roxitromicina, diritromicina,
claritromicina, fluritromicina, azitromicina, josamicina,
rosaramicina, roquitamicina, quitasamicina,

miromicina, espiramicina e tilosina 2423,

Os macrolideos constituem a segunda classe
de antimicrobianos quantitativamente mais usados nos
animais em geral, perdendo somente para as
tetraciclinas 7). No Brasil, os antibiéticos macrolideos
estio disponiveis para o tratamento de diversas
infec¢bes bacterianas agudas e cronicas em animais.
Existem relatos da ocorréncia de distirbios gastro-
intestinais, rea¢Ges de hipersensibilidade e inibi¢io do
metabolismo hepatico, porém, nio ha ainda evidéncias
de efeitos toxicos mais graves devido ao uso de
antibioticos macrolideos 126, A tilosina, tilmicosina e
espiramicina sao antimicrobianos macrolideos que
possuem aplicagbes para animais da espécie bovina, a
josamicina somente para aves € a azitromicina para
animais de companhia (caninos e felinos). Nesta classe
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de antibiéticos, tem sido observado um predominio
no mercado brasileiro, de tilosina nas formulacées dos
medicamentos indicados para o tratamento da mastite
27,

A tlosina (C4()H77NO17) é um antibiotico
macrolideo de amplo espectro, de massa molecular
916,1 g/mol que aptesenta atividade contra a maiotia
das bactérias gram-positivas e diferentes membros de
Mycoplasma spp. Mostra-se ativo também contra alguns
micro-organismos gram-negativos e membros do
grupo  Chlamydia spp., sem, entretanto, apresentar
atividade contra bactérias do género
Enterobacteriaceae. Do ponto  de  vista
farmacocinético ¢ classificada como uma base organica
fraca (pKa = 7,73) que rapidamente forma sais e
ésteres. Constitui-se de uma mistura de quatro
antibidticos macrolideos produzidos por cepas de
Streptomyces fradiae. O principal componente da mistura
¢ a tilosina A (mais de 80%), embora as tilosinas B, C e
D possam também estar presentes. A tilosina A
(Figura 1) contém uma lactona policética (tilactona)
substituida com trés acucares 3-deoxiexose (251,

Figura 1: Estrutura quimica da tilosina A.

Fonte: Sanli S ¢f a/, 2011 47,

As formas da tilosina disponiveis sdo: tilosina
base, tartarato de tilosina e fosfato de tilosina. No
Brasil, assim como em varios pafses, a tilosina esta
registrada para uso exclusivo na medicina veterinaria.
Na pecuaria, permite-se sua administragio através do
alimento, da 4gua ou por via intramuscular com a
finalidade de aumentar o ganho de peso; melhorar a
eficiéncia alimentar e reduzir a incidéncia de abscessos
no figado (doses de 50-100mg/animal/dia); prevenir a
pneumonia associada ao micoplasma e a Pasteurella
mnltocida em bezerros (doses de 1g/animal duas vezes
ao dia); e no tratamento da pneumonia, podridio dos
cascos, difteria, metrite e mastite aguda em animais

adultos (doses de 5-10 mg/kg/dia por via

intramuscular) 1231,

O ndo cumprimento das orentacoes de
administracdo da tilosina pode resultar na presenca de
niveis elevados de residuos desta droga em tecidos
animais comestiveis e no leite. Estes residuos podem
causar efeitos toxicos aos consumidotes, como reacdes
alérgicas em individuos sensiveis, provocar o
desenvolvimento de bactérias antibidtico-resistentes e
induzir a resisténcia cruzada entre outros antibioticos
de estrutura ou mecanismo de acio similar, tornando
mais dificil o tratamento de determinadas infec¢oes.
Contudo, a resisténcia bacteriana é a principal
preocupagdo em relacio ao uso da tilosina e demais
macrolideos 12829,

A contaminacio do leite por agentes quimicos
em {ndices acima dos considerados seguros, incluindo
os residuos de medicamentos  veterinarios
frequentemente usados no tratamento da mastite ou
como promotores de crescimento, pode se constituir
em um tisco potencial a saide do consumidor. O
MAPA, por meio da Instrucio Normativa n® 62/2011,
proibe o envio de leite de animais a estabelecimentos
industriais para beneficiamento que estejam sendo
submetidos ao tratamento com medicamentos de uso
veterinario passiveis de eliminacdo pelo leite, motivo
pelo qual devem ser afastados da producio pelo
petiodo recomendado pelo fabricante. Dessa forma
visa-se assegurar que os residuos da droga nio sejam
superiores aos niveis definidos por meio de normas
especificas Bl.

O Brasil, membro efetivo da Food and
Agriculture Organization FAO), do Codex Alimentarins e
signatatio da  World Onganization for Animal Health
(OIE), tem participado ativamente das discussdes
ligadas ao uso de antimicrobianos, incorporando, em
suas  acOes  regulatérias, as  recomendacdes
consideradas  pertinentes.  Diversas  autoridades
regulatérias, tais como a Eurgpean Medicines Agency
(EMA), a United States Departament of Agriculture
(USDA) e, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e¢ o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) tém estabelecido
regulamentos para determinar os Limites Maximos de

Residuos (LMR) (Tabela 2) 130I,

Somente em outubro de 2012, com base no
padrio limite acordado pelos paises que compoem o
Mercado Comum do Sul (Mercosul), a ANVISA, por
meio da RDC ne 53/2012 incotpora ao ordenamento
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juridico nacional a Resolugdo GMC MERCOSUL ne
54/2000 que regulamenta o limite de residuos de
medicamentos ~ veterinirios que  poderdo  ser
encontrados em alimentos de origem animal B2,

Além de definir limites maximos de tesiduos, a RDC
no 53/2012 estabelece valores de ingestio didtia
admissivel e metodologias de analise para avaliar a
presenca destes residuos P2,

Tabela 2. Limites Maximos de Residuos (LMR) de antimicrobianos macrolideos para o leite

Familia Molécula LMR
ANVISA EMA CODEX USDA
Tilosina - 50 ng/kg 100 pg/kg 50 ng/kg
Espiramicina - 200 ng/kg 200 pg/1 -
Eritromicina 40 ng/kg* 40 ng/kg - 50 ng/kg
Macrolideos
Novobiocina - 50 ng/kg - 100 pg/kg
Pirlimicina - 100 pg/kg 100 pg/kg 400 pg/kg
Tilmicosina - 50 ng/kg - -
*Referéncia do Mercosul [31]
Fonte: USDA, 2012 [30],
E importante realcar os diferentes valotes de METODOLOGIA

LMR estabelecidos para a tilosina pela EMA, CODEX
e USDA, que vatiam de 50 a 100 pg/kg devido as
diferentes avaliacbes de tisco empregadas pelas
ageéncias e blocos econoémicos.

Uma revisdo realizada por Ferreira em 2012
revelou que de trinta e trés publicacbes sobre o
monitoramento de residuos de antimicrobianos em
leite, somente trés (9,1%) citavam os antimicrobianos
macrolideos, reforcando a necessidade de um estudo
mais detalhado sobre essa classe 1331,

Considerando o amplo emprego da tiosina
na medicina vetetinitia no tratamento de diversas
doengas ¢ como promotor de crescimento, seu
impacto sobre a cadeia produtiva de leite, as
implicagbes na Saude Publica e a escassez de trabalhos
disponiveis na literatura sobte a qualidade do leite em
relacdo a este antimicrobiano no Brasil, espera-se com
este trabalho contribuir para a importancia do
monitoramento de tesiduos de tilosina no leite, uma
vez que estas acoes sio indispensaveis para direcionar
politicas publicas e a¢des corretivas visando a saude do
consumidor e a qualidade do leite, cooperando para a
seguranga alimentar e qualidade nutricional B4.

Em busca da identificagio quantitativa de
pesquisas realizadas até o momento sobre residuos do
antibiotico macrolideo tilosina em leite no Brasil,
trabalhos ja desenvolvidos foram consultados.

Um extenso levantamento de trabalhos que
tratam de residuos de antimicrobianos em leite,
especificamente a tilosina, foi elaborado considerando
as bases de dados textuais e referenciais disponiveis na
internet. A estratégia de busca contou com artigos
indexados na base de dados ScFinder Scholar e
periédicos CAPES, além de consultas aos sitios
eletronicos da ANVISA e do MAPA, que serviram de
base para o desenvolvimento deste trabalho.

O descritor utilizado na busca foi: “sylosin
residné’. Realizado o levantamento bibliografico, os
trabalhos durante o perfodo de 2007 a 2013 foram
separados ¢ os dados organizados em tabelas de
acordo com a técnica utilizada e a abordagem do
trabalho (monitoramento, desenvolvimento e/ou teste
de performance).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No Brasil ainda sdo escassos os trabalhos
disponiveis na literatura sobre a qualidade do leite em
relagdo a tilosina. Ainda assim, foi possivel realizar um
levantamento ~ consideravel =~ de  publicagdes,
contribuindo para o fornecimento de uma visio geral
da atual situacio da seguranca alimentar em relagdo a
este problema.

Existem dois programas nacionais em
andamento com o propésito de avaliar a presenca de
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos:
no ambito do MAPA, o Plano Nacional de Controle
de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem
Animal (PNCRC), onde esta inserido o Programa de
Controle de Residuos em Leite (PCRL); e no ambito
da ANVISA, o Programa de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinatios em Alimentos de Origem
Animal (PAMVet). O PNCRC tem como objetivo
garantir a producdo e a produtividade do leite no
tertitério nacional, bem como o aporte de produtos
similares importados e o PAMVet visa operacionalizar
sua competéncia legal de controlar e fiscalizar residuos
de medicamentos veterinarios em alimentos, tendo o
leite como primeira matriz de andlise. Esse programa
complementa as a¢oes ja desenvolvidas pelo MAPA,
no setor primario, pois avalia o produto no momento
do consumo, tal como este é apresentado para o
consumidor 13536,

Os critérios de selecio de medicamentos
veterinirios a serem investigados pelo PAMVet
incluem, no geral, os passiveis de eliminacio na forma
de residuos nos alimentos; aqueles cuja presenca no
alimento ofere¢a um tisco potencial a satide humana e
os utilizados para fins veterinarios que impliquem em
clevado potencial de exposi¢io do consumidor, além
de disponibilidade de metodologia analitica confidvel,
sensfvel, pratica e de custo acessivel para o
desenvolvimento do programa de controle. O
PNCRC preocupa-se, ainda, com as implicagdes com
o comércio internacional, adotando na sua selecio os

residuos que possam constituir barreiras  as
exportacoes de produtos de origem animal.

Em 2014, foi publicada a Instrucio
Normativa ne 11 do MAPA que aprovou o escopo
analitico para o monitoramento dos produtos de
origem animal (leite, carnes, pescado, ovos, mel e
avestruzes) neste ano. A tilosina ndo constou no
escopo analitico do PNCRC/Leite desde o primeiro
exercicio em 2006 até o ultimo publicado em 2014, e
somente o macrolideo eritromicina foi incluido no
PAMVet até o momento, sendo estes os dois tnicos
programas de monitoramento no Brasil para controle
dessas substiancias nos alimentos [36:37],

Embora a disponibilidade da tilosina para uso
tanto como agente promotor de crescimento (quando
administrado em doses subterapéuticas), como no
tratamento de infeccdes em bovinos seja uma
realidade, ainda permanece sem monitoramento pelos
atuais programas nacionais.

Um requisito essencial para programas de
avaliacio de residuos de antimicrobianos no leite é a
disponibilidade de testes analiticos precisos e efetivos.
Foram encontrados nesse estudo 30 artigos que tratam
da contaminacdo do leite de varias espécies animais
por residuos de tilosina publicados entre 2007 e 2013.
A Tabela 3 apresenta os resultados da pesquisa
bibliografica trelacionando os autores dos trabalhos
encontrados, ao ano de publicagdo, abordagem do
trabalho e técnica utilizada. Nota-se que diferentes
métodos baseados em técnicas variadas tém sido
descritos para determinacio do antibiético macrolideo
tilosina no leite e poucos trabalhos sobre o
monitoramento dos residuos deste antimicrobiano
estio  disponiveis. Os  trabalhos encontrados
contemplam técnicas cromatograficas, imunoquimicas
e microbioldgicas (ensaios de inibi¢do do crescimento
microbiano).
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Tabela 3. Resultados da pesquisa bibliografica sobre attigos que tratam da contaminag¢io do leite por residuos de

tilosina no perfodo entre 2007 e 2013

Técnica adotada

Ano Abordagem do trabalho - - — —
a8 aba Cromatografica Microbiolbgica Imunoquimica

2013 Monitoramento - - -
Desenvolvimento/Teste de Performance 38] [39]

2012 Monitoramento - - -
Desenvolvimento/Teste de Performance [29] [40] [41]; [16]

2011 Monitoramento [42] [42] [43]; [44]; [45]; [42]
Desenvolvimento/Teste de Performance [46]; [47] [48] [49]

2010 Monitoramento [28] - -
Desenvolvimento/Teste de Performance [50}; [51] - -

2009 Monitoramento - - -
Desenvolvimento/Teste de Performance 152] [53]; [54] -

2008 Monitoramento 55] - _
Desenvolvimento/Teste de Performance [56}; [57] 58] [59]

2007 Monitoramento - - -
Desenvolvimento/Teste de Performance [60] [61]; [62] -

Total de PublicacGes 13 9 8

Fonte: Elaboragdo dos autores.

As técnicas analiticas usadas pelas industtias
de laticinios estio em constante mudanc¢a devido a
potencial presenca de residuos de antimicrobianos no
leite, sendo esta evolucio iniciada pelo aumento da
capacidade de deteccio dos métodos de andlises (631,

Ye Bang-Ce e col. (2008) e mais recentemente
Peng e col. (2012) realizaram em seus trabalhos um
estudo comparativo entre técnicas microbioldgicas,
cromatograficas e imunoensaios  (Quadro 1)
disponfveis para determinagio de tilosina em nivel
residual em produtos de origem animal 159411,

Quadro 1. Comparagio de técnicas para a determinacdo de tilosina em leite

nao permitem a

identificacdo de substancias.

Técnicas Microbiolégicas Cromatograficas Imunoensaios

Sio simples, rapidos e de
N baixo custo patra as

Sdo demoradas; pouco . para 2

L. ; . determinac¢des de rotina; e
sensiveis aos diversos Sao caras, demoradas e,
.. s D apresentam alta
Caracteristicas grupos de antibiéticos; e portanto, limitadas a fins de

confirmacio.

sensibilidade; baixo custo e
capacidade de triagem de
um grande numero de
amostras.

Fonte: Ye Bang-Ce e col.l?; Peng e col. (11,
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Sanli e col. (2011) e Garcfa-Mayor e col
(2012) concluiram que a determinagio dos
macrolideos tem sido tradicionalmente realizada por
ensaios microbiolégicos e imunoensaios. Estes
métodos sdo excelentes como meios semiquantitativos
de triagem de quantidades residuais de macrolideos em
amostras de leite, porém nio sdo suficientemente
especificos para assegurar a identificagio precisa das
drogas residuais nos tecidos animais. Para superar estes
problemas, as analises cromatograficas, tais como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector
de Ultravioleta (CLAE-UV), com deteccio
electroquimica, e mais recentemente a Espectromettia
de Massas (EM), considerada o meio de deteccio mais
universal, além da eletroforese capilar tém sido
relatadas para a determinagiao de macrolideos #7291,

Com o  crescente  desenvolvimento
tecnologico para a determinacdo de residuos em
alimentos, os clentistas Wang e Leung (2007)
demonstraram grande interesse pelas aplica¢oes da LC
(Liguid Chromatography) e da UPLC (Ultra Performance
Liguid Chromatography) acopladas ao espectrometro de
massas TOF-MS (Time of Flight-Mass Espectrometry), ou
Q-TOF  (Quadrupolo-TOF), na andlise de
constituintes traco em misturas complexas como os
alimentos, devido a possibilidade de confirmacio da
presenca destes contaminantes e sua identificacio.
Neste mesmo ano, os pesquisadotes telataram a
escassez de trabalhos publicados na andlise de residuos
de antibiéticos em alimentos usando as técnicas LC-

TOF/MS ou Q-TOF (@,

Em 2008, Aguilera-Luiz e col. também
observaram que as técnicas de detec¢io convencionais,
como a CLAE-UV, estavam sendo substituidas pela
detecgio por EM pois as agéncias de saude publica
dependiam da  confirmagio  inequivoca  dos
antibiéticos no género alimenticio. Conclui-se assim,
que a CLAE acoplada ao simples ou ttiplo quadrupolo
¢ a técnica mais promissora para a analise dos
antibi6ticos nos alimentos, uma vez que permite a sua
quantificagio e confirmagido em quantidades vestigiais,
conforme previu Wang e Leung (2007), embora
outros analisadores como TOF também possam ser
usados 15760,

Atentos a emergente tendéncia na analise de
resfduos, Clark e Storey (2011) desenvolveram
métodos capazes de monitorar uma grande variedade
de compostos, independente da classe do analito, em
uma unica amostra. Cada vez mais, pesquisadores

desenvolvem em seus laboratérios métodos que
envolvem etapas de extragio e dkan up combinados a
sensibilidade e seletividade de um Cromatégrafo a
Liquido de Alta Eficiéncia acoplado a Espectrometria
de Massas Sequencial (CLAE-EM/EM). A vantagem
de um método de triagem multiclasse e multirresiduo é
a sua facil adaptacdo para a detecgio de diferentes
compostos conforme a necessidade. Um exemplo ¢ o
método proposto por Clark e Storey que permitia o
monitoramento de 25 analitos alvo e foi expandido
aumentando sua capacidade de monitorar novos
compostos .

Contudo, a escolha da técnica mais adequada
em conformidade com a finalidade do estudo
verificando-se o custo-beneficio dos procedimentos
analiticos disponiveis sdo os principais pontos comuns
a todos os laboratérios envolvidos na analise de
residuos em alimentos. No geral, técnicas
cromatograficas sdo preferidas para fins de
monitoramento e confirmacio de drogas veterinarias
em alimentos, enquanto Imunoensaios sio mais
usados aos procedimentos de triagem de rotina, como
no caso das industrias de laticinios, embora uma forma
de melhorar a eficicia seja a maximizagiao do numetro
de analitos que possam ser determinados em um unico

processo (técnica multi-residuo) como no caso da
CLAE-EM/EM.

Durante o desenvolvimento desta revisio
bibliografica, foram identificados apenas oito trabalhos
relacionados ao monitoramento de residuos de tilosina
no leite, enquanto a maioria aborda o
desenvolvimento, teste de performance e validagio de
novas metodologias para a avaliacio da qualidade do
leite quanto a concentragio deste antimicrobiano. A
fim de verificar o atendimento aos niveis estabelecidos
de residuos de drogas veterindrias no leite, Gradinaru e
col. (2011) realizaram um estudo de monitoramento
durante o perfodo de 2006 a 2009 na cidade de
Moldavia (Roménia). Neste estudo, foram efetuados
testes de triagem por ensaios microbiolégicos em 2785
amostras de leite coletadas junto aos estabelecimentos
industriais. Os resultados positivos e os inconclusivos
foram confirmados por imunoensaios (#=172),
revelando a contaminagdo por tilosina no leite em 13
amostras (7,56%) durante os quatro anos de pesquisa
(Tabela 4). A concentragio média encontrada variou
entre 89,80 a 105,75 pg/kg de tlosina. Alguns destes
resultados superam o LMR (100 ug/kg) estabelecido
pelo Codex: Alimentarins, indicando o mau uso dessa
substancia pelos produtores locais 143,
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Tabela 4. Familia de antibidticos
(2011)/Roménia3l.

identificados

em amostras

confirmadas por Gradinaru e col.

Gentamicina / Gentamicina /

B - lactAmicos . . . . Macrolideos Tetraciclinas Total
Ano Neomicina Estreptomicina
Ne % Ne % Ne % Ne % Ne % Ne %
2006 17 29,31 12 20,69 10 17,24 5 8,62 14 2414 58 100
2007 13 29,54 12 27,27 5 11,36 3 6,82 11 25,00 44 100
2008 9 20,93 11 25,58 8 18,60 3 6,97 12 2791 43 100
2009 9 33,33 8 29,63 3 11,11 2 7,41 5 18,52 27 100
No  monitoramento  realizado  por permitido pela Unido Europeia (UE) (50 pg/kg),

Karamibonari e Movassagh (2011), foram realizadas
68 andlises de leite pasteurizado coletado de
estabelecimentos comerciais da cidade de Tabriz (Ir2),
por imunoensaio. Os resultados (Tabela 5) revelam
que em 12 amostras a concentracio de tilosina variou
entte 3 ¢ 10 ng/ml e 35 amostras aptesentaram
resultados entre 10 e 30 ng/ml., todos abaixo do LMR

enquanto em 21 amostras a tilosina nio foi detectada,
indicando que essa substancia tem sido utilizada, ainda
que, neste estudo, as concentragdes encontradas sejam
aceitaveis [+,

Tabela 5. Resultados do monitoramento de tilosina em leite pasteurizado realizado por Karamibonati e

Movassagh (2011) 144

Faixa de concentragdo de tilosina (ng/mL)

Ne de amostras

Nio detectado
0,5-3
3-10
10 -30

> 30

Acima do LMR estabelecido pela UE
Faixa (0-23)

21

0

12

35

Movassagh, em um estudo anterior, realizou
testes em 50 amosttras de leite coletadas aleatotiamente
de centros de coleta do suburbio da cidade de
Parsabad (Ird) no perfodo de mar¢o a maio de 2009.
Neste monitoramento foi utilizado o Copantest, cujo
limite de deteccdo para o macrolideo tilosina é de 50-
100 ng/kg. Este kit consiste em um método
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microbiolégico baseado na inibi¢io do crescimento do
B.  stearothermophilus na presenca de residuos de
antimicrobianos no leite. Esses métodos, geralmente,
nao fazem distingao entre os membros de uma classe
de antibiéticos, mas fornecem uma estimativa
semiquantitativa do total de residuos detectados. As
vantagens deste método é sua alta sensibilidade, baixo
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custo e simplicidade de uso, por isso continuam a ser
utilizados principalmente nos testes de triagem. Do
total de amostras, 14% apresentaram resultados

positivos para a presenca de residuos de antibibticos
no leite da regiao em estudo 131,

Figura 2. Porcentagem de amostras positivas para residuos de antibiéticos em leite de vaca da regido de

Parsabad/Ira

Amostras Positivas

Fonte: Adaptado de Movassagh, 2011 [45]

Conforme os resultados obtidos nesse
trabalho, informagdes publicadas sobte a situagdo da
tilosina no leite no Brasil ainda ndo estio disponiveis.
Uma vez relatada a presenca de tilosina em leite em
outros paises, esta pesquisa deveria ser aplicada no
Brasil. Para isto, mais estudos de monitoramento de
tilosina no leite deveriam ser realizados, ja que esta
substancia nio foi contemplada pelos atuais programas
de monitoramento governamentais. A implementacio
de pesquisas revelariam a real situagdo brasileira frente
20 uso desse antimicrobiano e com isso atendetia aos
critérios de selecio de drogas a serem monitoradas
pelos programas nacionais em andamento.

Do ponto de vista da produgdo animal, as
principais  consequéncias do mau uso dessas
substincias sio a provavel falha dos programas de
controle de doencas e da recuperagio clinica dos
animais, o aumento da gravidade das doengas,
morbidade prolongada, aumento da mortalidade e
reducdo da produtividade. Todos estes aspectos geram
custos para a sociedade, como a reducio da oferta e da
qualidade dos alimentos, do nimero de empregos, da
geragdo de renda e do crescimento econdmico do pas,
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B Amostras com residuos de
antibiéticos
Amostras livres de

residuos de antibidticos

além das repercussdes indesejaveis a saude do
consumidor como o prolongamento de doengas,
falhas no tratamento, aumento da gravidade da doenca
e até mesmo a morte causada por patdgenos de
origem alimentar (principalmente Camspylobacter spp. e
Salmonella ~ spp.)  resistentes aos  antimicrobianos
disponiveis para o tratamento de enfermidades [13l.
Pelos motivos apresentados, o controle de residuos de
antibiéticos em alimentos, a fim de se constituit um
programa de vigilancia e o conhecimento da dimensio
da exposicio da populagio a estes compostos, ¢ de
fundamental importancia para direcionar as a¢des de
controle visando a protecio do consumidor.

Além de programas de vigilincia para a
supervisio do uso de antimicrobianos na produgio de
alimentos e do controle da venda dessas substancias,
métodos internacionais normalizados devem ser
empregados, como o estabelecimento de limites
maximos de residuos (LMR). O Brasil ainda nio
possui um LMR estabelecido para a tilosina em leite,
embora esses valores ja tenham sido estabelecidos pelo
Codex: Alimentarins, pela Unido Europeia e pelos
Estados Unidos.
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Contudo, para impedir restri¢bes a0 comércio
internacional de alimentos decorrentes da presenca de
residuos de tilosina acima dos limites estabelecidos por
autoridades regulatorias e garantir ao consumidor a
aquisicdo de alimentos com atributos nutricionais e
sanitarios adequados as suas necessidades, ou seja, de
boa qualidade nutricional e livres de contaminagdo
quimica, bioldgica ou fisica, a¢des conjuntas entre o
setor publico, organismos nio governamentais e
consumidores sao fundamentais. Para harmonizar a
questdo da seguranca alimentar e nutricional entre
paises, o Codex Alimentarins desenvolve normas
internacionais para alimentos baseado em principios
clentificos-tecnologicos onde diversos medicamentos
veterinarios tém sido avaliados e limites maximos de
resfduos estabelecidos.

Frente a essa discussao, o presente estudo visa
contribuir com dados no campo cientifico para o
aperfeicoamento dos sistemas de controle, prevencio
e inspecio ja estabelecidos no Brasil.

CONSIDERACOES FINAIS

Sabendo-se que o uso de macrolideos, em
especial a tilosina, ¢ mundialmente difundido, mais
estudos de monitoramento de residuos de tilosina no
leite devem ser realizados para verificar o uso desse
antimicrobiano na pecuaria leiteira e, a partir desses
dados direcionar a¢oes publicas e cotretivas para que
esse macrolideo nio represente risco a saude do
consumidor através do consumo de leite. Portanto, os
resultados deste trabalho evidenciam a importancia da
inclusio da tlosina nos atuais programas de
monitoramento de leite do Brasil a fim de verificar o
uso abusivo desta substincia, ja que metodologias
analiticas diversificadas encontram-se disponiveis na
literatura.
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